异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是血液系统恶性肿瘤、骨髓衰竭性疾病、部分先天性免疫和代谢缺陷等疾病的有效治疗方法。肺感染是移植后死亡的主要原因[@b1]。通过支气管肺泡灌洗术（BAL）气管镜获取肺部病灶的肺泡衬液，对肺泡灌洗液（BALF）分析，可明确肺部病变性质。然而，出于操作安全性和临床价值的顾虑，BAL尚未在allo-HSCT患者中得到广泛应用。本研究通过BAL获取allo-HSCT肺部并发症患者的BALF，对此进行病因学分析并评估BAL在allo-HSCT患者中的安全性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究纳入在上海交通大学附属第一人民医院血液科接受支气管镜检查的allo-HSCT后肺部并发症患者。支气管镜检查指证：①新发呼吸道症状（咳嗽、咳痰、呼吸困难）且高分辨CT检查发现1个或多个肺叶存在斑片或毛玻璃影，或经验治疗后症状/影像学无改善的患者；②存在排痰困难、气道引流不畅等结构性因素的患者，利用BAL辅助排痰治疗。本研究获得我院医学伦理委员会批准，所有患者在BAL前均签署知情同意书。

2．方法：所有患者在BAL前、后进行痰液、血液微生物及感染标志物检查，BAL按《肺部感染性疾病支气管肺泡灌洗病原体检测中国专家共识（2017年版）》[@b1]进行操作，灌洗部位根据胸部CT确定，选择病灶部位灌洗或右肺中叶/左肺舌段灌洗。对BALF进行脱落细胞学、病原学涂片、抗酸染色涂片、细菌和真菌培养、PCR检测结核分枝杆菌DNA、巨细胞病毒（CMV）及EB病毒（EBV）DNA检测，部分标本采用宏基因组新一代测序技术（mNGS）进行微生物学检测。

3．诊断标准：感染性肺部并发症定义为发热（体温≥38 °C）、咳嗽/咳痰、呼吸困难以及不能以非感染原因解释的新发或进行性肺部浸润病变。肺感染根据病原学结果分为细菌感染、真菌感染、病毒感染以及未明确病原体的感染，若同一患者在一次肺部事件期间同时或先后在BALF和痰液中检出多种不同类型病原体，则判定为混合感染。深部真菌感染的诊断参照《血液病/恶性肿瘤患者侵袭性真菌病的诊断标准与治疗原则（第五次修订版）》[@b14]。CMV肺炎的诊断需结合临床症状、间质性肺炎的影像学改变以及BALF CMV-DNA定量检测确定，同时排除其他病因所致间质性肺炎[@b1]--[@b2]。非感染肺部并发症主要包括特发性肺炎综合征（IPS）[@b3]、肿瘤浸润（BALF中检出肿瘤细胞）。

4．随访：采用查阅病历和电话联系进行随访。

5．统计学处理：采用SPSS22.0进行数据分析，非正态分布计量资料以中位数描述，计数资料以计数（构成比）描述，计量资料两个样本均数比较用*t*检验。双侧检验*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：2016年3月1日至2018年9月1日，我院allo-HSCT患者共204例，其中73例患者发生86例次肺部并发症，共接受132例次BAL。初次BAL距移植中位时间为127（18\~1 460）d。其中，45例患者接受1次BAL，16例患者接受2次BAL，12例接受≥3次BAL。73例患者临床资料详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 73例因肺部并发症行支气管肺泡灌洗术allo-HSCT患者的一般资料

  指标                           结果
  ------------------------- --------------
  性别（例，男/女）             47/26
  年龄［岁，*M*（范围）］    41（15～64）
  原发病［例（%）］         
   急性淋巴细胞白血病         24（32.9）
   急性髓系白血病             22（30.1）
   骨髓增生异常综合征         17（23.3）
   淋巴瘤                      4（5.5）
   重型再生障碍性贫血          3（4.1）
   慢性髓性白血病              2（2.7）
   原发性骨髓纤维化            1（1.4）
  供者［例（%）］           
   单倍型                     38（52.1）
   亲缘HLA全相合              16（21.9）
   非亲缘HLA全相合            10（13.7）
   非亲缘HLA不全相合          9（12.3）
  预处理方案［例（%）］     
   清髓                       58（79.4）
   减低剂量                   15（20.5）
  GVHD预防方案［例（%）］   
   含ATG                      59（80.8）
   不含ATG                    14（19.2）

注：ATG：抗胸腺细胞球蛋白

2．allo-HSCT患者肺部并发症病因及BALF病原谱分析：86例次肺部并发症事件中，76例次（88.4%）获得病因学诊断，10例次（11.6%）未能明确病因。76例次（88.4%）获得病因学诊断的患者中，感染性、非感染性并发症分别为67例次（77.9%）、9例次（10.5%）。感染性并发症中，真菌感染29例次（33.7%），CMV感染11例次（12.8%），细菌感染9例次（10.5%），混合感染18例次（20.9%，真菌与细菌混合感染10例次，真菌与病毒混合感染8例次）。非感染性并发症中，IPS 8例次（9.3%），淋巴瘤浸润1例次（1.2%）。

在67例次感染并发症中，BALF标本共检出有致病意义的病原体79株。真菌33株（41.8%），包括丝状真菌21株\[曲霉菌15株（19%）、未分类丝状真菌6株（7.6%）\]、酵母菌4株（5.1%）、耶氏肺孢子菌8株（10.1%）。检出病毒23株（29.1%），其中CMV 18株（22.8%），EBV 4株（5.1%），人类腺病毒C型1株（1.3%）。检出细菌23株，其中革兰阴性杆菌21株（26.6%主要为非发酵菌，依次为铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、嗜麦芽窄食单胞菌、肺炎克雷伯菌），革兰阳性球菌2株（2.5%，均为金黄色葡萄球菌）。病原体分布详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 67例次感染性肺部并发症患者支气管肺泡灌洗液检出病原体分布

  病原体类型             株（%）
  -------------------- ------------
  真菌                 
   丝状真菌            
    青霉菌               6（7.6）
    黄曲霉               5（6.3）
    烟曲霉               1（1.3）
    土曲霉               1（1.3）
    禾谷镰刀霉           1（1.3）
    暗色真菌属           1（1.3）
    未分类               6（7.6）
   酵母菌              
    光滑假丝酵母菌       3（3.8）
    白色假丝酵母菌       1（1.3）
   耶氏肺孢子菌         8（10.1）
  细菌                  23（29.1）
   革兰阴性杆菌        
    铜绿假单胞菌        10（12.5）
    鲍曼不动杆菌         3（3.8）
    嗜麦芽窄食单胞菌     2（2.5）
    肺炎克雷伯菌         2（2.5）
    阴沟肠杆菌           1（1.3）
    大肠埃希菌           1（1.3）
    皮氏罗尔斯顿菌       1（1.3）
    支气管炎伯德特菌     1（1.3）
   革兰阳性球菌        
    金黄色葡萄球菌       2（2.5）
  病毒                 
   疱疹病毒            
    巨细胞病毒          18（22.8）
    EB病毒               4（5.1）
   呼吸道病毒          
    人类腺病毒C型        1（1.3）
                       
  合计                  79（100）

3．allo-HSCT后肺部并发症的发生（诊断）时间：29例次真菌感染患者的中位诊断时间为移植后194（40\~1 460）d，其中移植后3个月内6例次（20.7%），移植后4\~12个月21例次（72.4%），2例次（11.1%）发生于移植12个月后。8例次耶氏肺孢子菌肺炎的中位诊断时间为移植后173（127\~220）d。18例次混合感染的中位诊断时间为移植后170（30\~870）d，其中移植后3个月内5例次（29.4%），移植后4\~12个月11例次（58.8%），2例次发生于移植12个月后。11例次CMV肺炎的中位诊断时间为移植后62（44\~216）d，其中10例次（90.9%）发生于移植后100 d内（单倍型移植8例次，非亲缘HLA不全相合移植2例次），仅1例次发生于移植后216 d（非亲缘HLA全相合移植）。此外，单纯CMV肺炎的中位发生时间明显早于合并真菌感染CMV肺炎\[（77.0±48.5）d对（179.6±140.3）d，*P*\<0.05\]。9例次细菌感染的中位发生时间为移植后180（42\~730）d，在移植后各阶段均有分布。非感染性肺部并发症中，8例次IPS患者的中位发生时间是移植后231（78\~373）d（移植后78 d 1例次，移植后4\~12个月6例次，移植12个月后1例次）。

4．生存分析：中位随访240（2\~2 072）d，治疗有效49例次（67.1%），另有1例霍奇金淋巴瘤患者在移植后12个月经BAL检查诊断为淋巴瘤肺部浸润，停用免疫抑制剂后带瘤生存至今已36个月。死亡23例，因肺部并发症死亡16例（21.9%，均为肺部感染），因疾病复发死亡6例（8.2%），另有1例死因不明（在移植后4个月诊断IPS，治疗后好转，移植后6个月于家中不明原因猝死）。16例死于肺感染的患者中，混合感染6例（曲霉菌合并细菌感染4例，耶氏肺孢子菌合并腺病毒肺炎1例，CMV合并曲霉感染1例），CMV肺炎5例，细菌感染3例（2例均检出铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯菌，1例检出嗜麦芽窄食单胞菌），单纯耶氏肺孢子菌感染1例，1例移植后7个月经BALF诊断为IPS，治疗后好转，但移植后15个月因肺感染死亡，病原体不明。

5．安全性：全部132例次BAL中，33例次（25.0%）BAL前患者血小板计数低于50×10^9^/L，其中4例次血小板计数为（10\~20）×10^9^/L，术中及术后均未发生严重出血。7例患者有严重低氧血症，转入监护室在高流量吸氧支持下行BAL，术中有一过性低氧血症加重情况发生，但恢复吸氧后迅速改善，未发生危及生命的并发症。132例次BAL中，发生BAL后发热10例次，其中4例次（3%）术后血培养阳性，分别为表皮葡萄球菌2例次，人葡萄球菌亚种2例次，均排除肺部细菌感染。

讨论 {#s3}
====

肺部并发症是allo-HSCT后非复发死亡的重要原因之一[@b4]。本研究对合并肺部病变的73例患者进行了132例次BAL，在传统的微生物镜检、培养等病原体检测基础上，增加了新近发展成熟的非培养检测方法（病毒DNA的PCR检测、mNGS等），诊断率达88.4%，未发生出血等危及生命的并发症。

BAL对肺部并发症的病因诊断有重要价值。本组病例肺部并发症以感染性病变为主（77.9%），真菌感染（33.7%）和CMV肺炎（12.7%）居前两位，其次为细菌感染（10.5%）。Kasow等[@b5]报道，BAL对移植后肺部并发症的诊断率为67.9%，细菌感染占52.3%，其次是病毒感染（13.6%）和真菌感染（6.8%）。与本研究结果存在差异，考虑与本组病例中单倍型移植患者较多有关。国内外的多项研究表明，病毒和曲霉菌是allo-HSCT后肺感染的主要病原体，与移植后粒细胞缺乏、移植物抗宿主病以及长期使用糖皮质激素等因素有关[@b8]。本研究中，8例检出耶氏肺孢子菌，这些患者均因不耐受未用复方磺胺甲噁唑进行预防治疗。国外研究报道显示，耶氏肺孢子菌肺炎在未接受预防治疗allo-HSCT患者中的发生率为5%\~16%[@b10]，也提示药物预防的重要性。细菌感染9例次中，8例次为革兰阴性杆菌，且非发酵菌常见。Zhu等[@b7]报道，非粒细胞缺乏血液病患者呼吸道分泌物中，革兰阳性球菌检出率最高，而粒细胞缺乏患者革兰阴性杆菌尤其是非发酵菌的检出率最高。这与本研究结果不一致，可能是造血干细胞移植患者多数曾经应用左氧氟沙星和碳青霉烯类等抗生素有关。

allo-HSCT后不同病因肺部并发症有不同的发生时间分布规律。CMV肺炎是allo-HSCT后最严重的并发症之一。本组病例中，CMV肺炎主要发生于移植后3个月内，HLA不全相合移植患者CMV肺炎发生率明显高于HLA全相合移植患者，且发生时间更早。Forslöw等[@b4]研究显示，CMV肺炎发生于移植后3个月或更晚，与本组病例结果不同，可能与本研究中单倍型移植患者较多有关。本研究中检出4例EBV感染，其致病意义尚不明确，与Costa等[@b12]报道相似。此外，我们采用mNGS技术在BALF中检出1例人类腺病毒C型感染，未检出其他社区常见的呼吸道病毒（流感病毒、副流感病毒、呼吸道合胞病毒等），低于国外相关报道[@b5]--[@b6]。可能与移植患者自我保护意识较强、社区接触人员少等有关。国外研究报道显示，耶氏肺孢子菌肺炎主要发生于移植后9周，移植后6个月内发病患者的死亡率高于移植6个月后发病患者（89%对40%）[@b10]。在本研究中，耶氏肺孢子菌肺炎中位发病时间为移植后173（127\~220）d，较国外文献报道的时间晚，死亡率也较低（2例），主要与早期明确诊断、早期精准治疗有关。作为非感染肺部并发症，IPS大多发生于移植后3\~6个月[@b15]。在本中心2015年的报道中，IPS的发生率为7%[@b13]。在本研究中，IPS主要发生于移植后4\~12个月，与免疫抑制剂减量和停药有关。

本研究中16例患者死于肺部并发症，均为感染性病变，主要为真菌为主的混合感染和CMV肺炎。Yu等[@b11]报道耶氏肺孢子菌合并CMV感染的死亡率高达70.5%。在本研究中，有2例发生耶氏肺孢子菌合并CMV感染，但均在抗感染治疗后获得痊愈，考虑与早期明确诊断及治疗有关。

BAL的安全性倍受关注。本研究中，25.0%（33例次）BAL前患者血小板计数低于50×10^9^/L，均未发生严重出血并发症。但在临床实践中，我们建议对PLT\<50×10^9^/L的患者，尤其是PLT\<20×10^9^/L的患者，在实施BAL前输注单采血小板，以降低出血风险。BAL后有4例次发生血流感染，均为葡萄球菌，而且都不是患者肺部感染的病原体，考虑与BAL有关。此外，对伴有低氧血症的患者，BAL中密切监测并缩短操作时间，均未发生危及生命的并发症。

综上所述，本研究结果初步显示，BALF病原学检测对明确allo-HSCT后肺部并发症病因有重要价值，且安全性较高。
